


























is  an  urgent  need  for  alternative  ways  to  fight  bacterial 
infections.1,2  It has been estimated  that  in Europe healthcare 
associated  infections cause 37,000 deaths every year, with an 
economic burden of €13‐24 billion.3  In  the United States,  the 
estimated  death  toll  is  about  99,000  every  year,  with  an 
economic  cost  of  $33  billion.4 Although  the  general  public  is 
becoming slowly aware of this global threat, public institutions 
have  been warning  since  long  time  ago  about  the  imminent 
crisis  on  this  regard.  The  problem  could  reach  in  the  future 
unprecedented proportions since microbial resistance has been 






supported  photosensitizers.13‐20 A  broad  number  of  chemical 
families have  been proposed  as  effective  generators of ROS, 
especially  singlet  oxygen  (1O2).21    Among  those  molecules, 
xanthenic dyes, phenothiazinium  compounds, porphyrins and 
phthalocyanins  have  been  studied.22  Recently  we  have 
proposed  a  hexanuclear  molybdenum  cluster  complex  (1: 
[Mo6I8Ac6]2‐,  Ac  is  acetate;  see  structure  in  Figure  1)  as 
photoactive  agent  for  aPDI,23  owing  to  its  notable 
photochemical properties.24‐35 Regarding  the supports  for  the 
photoactive agents, a variety of materials have been described 
in  the  literature,  like polyurethane, cellulose, nylon, chitosan, 
silica and polystyrene.13‐20 This last polymer is one of the most 
popular supports employed so far, dating back to the pioneering 
works  of  Schaap  and  Neckers.36  Polystyrene  is  a  versatile 
system, used in applications as diverse as fluorescence sensing37 
or catalysis.38  In catalysis, this polymer is the basic scaffold of 
many  ion exchange  resins39   and as a matter of  fact some of 
those  resins  were  employed  very  early  to  support  ionic 
photosensitizers  for  the generation of singlet oxygen.40‐46 The 
vast majority of  reported  systems  consist of photosensitizers 
covalently attached (or embedded) onto the so called gel‐type 
resins, comprised of polystyrene with very low porosity.47‐49 In 
contrast with  the  frequently used  gel‐type  supports,  there  is 
another  kind  of  resin  of  technological  interest: macroporous 
resins are made of highly‐crosslinked polystyrene and have the 
unique property of having permanent pores allowing effective 
mass  transfer  throughout  the  entire  polymeric matrix.39 This 
fact  is known and used  regularly  in  the  fields of catalysis and 
also for separations, but has not been explored, to the best of 
our knowledge, in the aPDI context.  
  In  this  work  we  describe  a  comparative  study  of  the 






















of  the  research  was  to  check  the  ability  of  supported  1  to 
generate  cytotoxic  1O2.23  Here  we  focus  our  attention  on 
deciphering  the  role  of  the  organic  polymeric  matrix  in  the 
antimicrobial activity. As it will be shown in the following lines, 
the solid support is a variable that critically matters and hence 








  It must be noted that recently the research  in the  field of 
aPDI  has  focused  its  attention  on  the  development  of 
nanomaterials  for  the  delivery  of  photosensitizers  inside  the 
pathogen cells.50 However the polymer beads employed in this 
study  are  much  larger  (about  600‐700  microns)  than  the 
bacteria  to  be  killed  (S.aureus  are  about  half  a  micron  in 
diameter and P.aeruginosa are few microns in length51). Hence, 
the materials here employed can be considered as surrogates 
of  macroscopic  surfaces,  and  thus  as  models  for  the 










tetrabutylammonium  salt).  The  suspension  was  stirred 
overnight  at  room  temperature,  filtered  and  the  polymer 
washed  with  100  mL  of  absolute  EtOH.  UV‐vis  absorption 
measurements before and after the overnight period showed 
complete exchange of chloride by the octahedral molybdenum 
anionic  complex  (no  remaining  cluster  detected  in  the 
supernatant).  Characterization  of  supported  photosensitizers 













pulsed  lamp) with excitation at 400 nm and placing  the  solid 
samples  (beads  of  supported  photosensitizers)  inside  1mL 
quartz  cells  (sealed  and  purged  with  nitrogen  prior 
































Photo‐oxygenation  reactions  were  performed  inside  open 
Erlenmeyer  flasks  containing aerated acetonitrile  solutions of 
the trap (50 mL, DMA 0.1 mM) and 500 mg of 1@Pmp or 1@Pgel. 
Irradiations were  carried  out, with  continuous  stirring,  using 
two LED  lamps  (11W each, Lexman, ca. 400‐700 nm emission 
output)  placed  3  cm  away  from  the  Erlenmeyer  flask.  The 
evolution of  the photoreactions was monitored over  time by 
means  of UV‐vis  absorption  spectrophotometry  (decrease  of 
absorbance at 376 nm). The  initial points of the kinetic traces 












irradiations.  Irradiation  was  performed  up  to  a  dose  of  200 
J/cm2 with  a  blue  LED  lamp  (maximum  emission  at  460  nm, 












determined  by  counting  the  number  of  colony‐forming  units 








resins  have  been  thoroughly  studied  from  different 
viewpoints.39 Pgel is AmberliteTM IRA 400 and Pmp is AmberliteTM 
IRA  900,  both  type  I  strong  anion  exchange  resins 
(trimethylammonium  chloride  functionality)  differing  only  in 
the  crosslinking  degree  and  the  porosity  of  their  structure 
(present  in Pmp, negligible  in Pgel). Supported photosensitizers 
(1@Pgel and 1@Pmp) were prepared easily via chloride exchange 
by  the  dianionic  complex  1  and  isolated  by  filtration,  as 
described earlier (final loading: 0.74 µmol of 1/g of polymer).23 
The visual appearance of 1@Pgel is translucent whereas 1@Pmp 
is opaque, suggesting a different  interaction with  light  (much 




by  emission  spectroscopy  (Figure  1c).  The  hexanuclear 
molybdenum complex 1 has the valuable property of bright‐red 
room  temperature  phosphorescence.24‐35  In  our  case  solid 
powder of 1 emitted phosphorescence at λmax= 678 nm, 1@Pgel 
emitted at λmax= 671 nm and 1@Pmp displayed emission at λmax 
=  676  nm.  The  intensity  of  both  emissions  are  quenched  by 
oxygen  upon  exposure  of  the  samples  to  air.  Also  emission 
lifetimes are shortened (see ESI), thus confirming that the origin 
of  the  emission  is  the  triplet  state  of  1.  For  comparison 
purposes,  phosphorescence  of  1  in  several  solvents  was 
recorded at λmax = 671‐675 nm (Figure 1d)  in accordance with 
the literature.24‐35 
  The  performance  of  1@Pgel  and  1@Pmp  as  bactericidal 






photoinduced  by  macroporous  1@Pmpwas  8  log  units23  of 
colony  forming units (CFU) (hence 99.999999% killing). At the 
same  dose,  the  reduction  caused  by  gel‐type  1@Pgel  is  only 
about  4  log  units.  Control  experiments  showed  that  the 
photosensitizers  in  the dark or  irradiation of  the polystyrene 
matrixes  alone  caused  no  important  reductions  in  the 
populations of S.aureus  (see ESI). Hence,  in  the case of  these 
gram positive bacteria, the effect of the matrix is very clear: the 













It  is  worth  to  note  that  for  this  microorganism,  both  the 
macroporous material Pmp and the gel polymer Pgel alone (both 










1  is  important  from the technological perspective since  it can 
point  the way  for  future  investigations with other  sensitizers 
and  matrixes.  Among  the  reports  on  materials  with  photo‐
bactericidal  properties,  only  few mention  the  importance  of 
porosity, and none compares directly a porous system to a non‐
porous  material  loaded  with  the  same  photosensitizer. 







photobactericidal properties  for  the  killing of  Escherichia  coli 
but with only a moderate 83% population reduction.55 
  The enhanced porosity of 1@Pmp (as compared to 1@Pgel), 




thermogravimetric  analysis  (TGA),  nitrogen  porosimetry,  and 
confocal  laser  scanning  microscopy  (CLSM).  TGA 
characterization  was  performed  in  order  to  estimate  the 
amount of water absorbed by the polymers, resulting in ca. 14 
and 25 %  (weight)  for 1@Pgel and 1@Pmp  respectively  (Figure 




technique  (Figure  3b).  CLSM  was  envisaged  as  a  mean  to 
visualize the distribution of the photosensitizer in the polymers. 
Since  the phosphorescence of cluster 1  is easily quenched by 
oxygen,  direct  estimation  of  its  distribution  in  1@Pgel  and 
1@Pmp was not possible by CLSM.   However we employed  an 
analogue  of  1  for  this  task:  fluorescein  (another  dianionic 
system, whose fluorescence is not quenched in air) was diffused 
in samples of Pgel and Pmp (1.2 µmol of dye /g of polymer). As it 
can  be  seen  in  Figure  3c‐f,  the  differences  between  both 
polymers are  remarkable. Whereas  in  the case of  the porous 
matrix the dye  is distributed almost uniformly throughout the 
material,  in  the  case  of  the  gel  resin,  the  dye  is  exclusively 
confined to an outer shell of ca. 60 µm. 




interaction with  oxygen  or  the microbes  (or  both).  This  idea 
must  be  considered with  caution  since  it  is well  known  that 
singlet oxygen diffusion  in water  is  conditioned by  the  short 
lifetime of  this species  (3.5 µs), hence distances  travelled are 
limited  to  a  few  microns.56  Additionally,  fluorescein  is 






Figure  3.  Characterization  of  1@Pmp  and  1@Pgel:  (a)  TGA  of  1@Pmp  and  1@Pgel;  (b) 
porosimetry of 1@Pmp and 1@Pgel; (c)‐(d) CLSM (λexc = 488 nm) of fluorescein@Pmp (3D 
reconstitution  in  (c)  and  section  view  in  (d));(e)‐(f)  CLSM  (λexc  =  488  nm)  of 
fluorescein@Pgel  (3D reconstitution in (e) and section view in (f)). 
  Another proof of the enhanced generation of singlet oxygen 
in  1@Pmp  as  compared  to  1@Pgel  comes  from  the  different 



















  As  it  can be  seen  in Figure 4  in both media,  resin 1@Pmp 
showed clear superiority for the generation of 1O2 as evidenced 
by  the  higher  calculated  pseudo‐first  order  kinetic  constants 
(0.018 min‐1 for 1@Pmp and 0.006 min‐1 for 1@Pgel  in ethanol; 




















1@Pgel  14%  (a)  (a)  0.012  0.006 





attention  in  the  better  capacity  of  the  porous  material  to 
generate  1O2,  as  it  has  been  demonstrated  above.  However 
other  factors  could  be  playing  key  roles  to  rationalize  the 
bactericidal  performance.  Specifically  it  is  well  known  the 
cytotoxic  effect  for  bacteria  of  cationic  groups  (like  the 
ammonium  moieties  present  in  our  polymers)  and  also  the 
recently  discovered  importance  of  the  roughness  of  the 
surfaces (1@Pmp and 1@Pgel are very different in this regard).62‐






and  Pmp)  have  been  used  as  supports  for  singlet  oxygen 
photosensitizer  1,  and  the  resulting  supported  sensitizers 
compared  for  the  inactivation  of microorganisms  like  Gram‐
positive  S.aureus  and  Gram‐negative  P.aeruginosa.  Pgel 
(AmberliteTM  IRA  400)  is  a  gel  structure with  no  permanent 
pores  and  Pmp  (AmberliteTM  IRA  900)  is  a  macro‐reticular 
scaffold with permanent pores and high  specific  surface. The 
nature  of  the  support  has  an  enormous  influence  on  the 
bactericidal action  induced by  light,  in such a way that, at the 
same photosensitizer loading and light dose, 1@Pgel induces the 
killing  of  99.99%  of  bacteria,  whereas  1@Pmp  is  able  to  kill 
99.999999%  of  such microorganisms.  The  case  of  the  highly 
resistant  P.aeruginosa  is  qualitatively  the  same,  with  better 
performance  of  the  macroporous  resin  over  the  gel  type 
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